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［摘要］ 采用硅胶柱层析、薄层层析、Sephadex LH － 20 柱层析从红树内生真菌 BYY － 1 的次级代谢产
物中分离到化合物 B1． 通过乙酰化、NMR、HR ESI － Q － TOF MS 等技术鉴定了化合物 B1 的结构，确定其
为首次从红树内生真菌中分离到的化合物． 运用 MTT 法和流式细胞术研究了化合物 B1 的抗肿瘤活性，结
果表明，化合物 B1 可显著抑制 Hela 细胞的增殖 ( IC50 = 3. 3 μg /mL) ，并且质量浓度为 4 μg /mL 时，能诱
导 Hela 细胞发生明显的凋亡．
［关键词］ 红树; 真菌; 分离鉴定; 抗肿瘤活性
［中图分类号］ R 93 ［文献标志码］ A
Study on the Isolation Identification and Antitumor Activity of
a Phenol Derivative from Mangrove Fungus BYY － 1
DU Xi-ping1，2，ZHAO Bao-bing3，4，5，ZHENG Zhong-hui3，4，5，XU Qing-yan3，4，5，SU Wen-jin1，2，3，4，5
( 1． School of Biotechnology Engineering，Jimei University，Xiamen 361021，China; 2． Food Bio-engineering Research
Center of Xiamen，Xiamen 361021，China; 3． School of Life Science，Xiamen University，Xiamen 361005，China;
4． Key Laboratory of the Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering，Xiamen 361005，China;
5． Fujian Engineering Laboratory for Pharmaceuticals，Xiamen 361005，China)
Abstract: Compound B1 was obtained from the secondary metabolites of mangrove fungus BYY －1 using
silica gel column chromatography，thin layer chromatography and Sephadex LH －20 column chromatography．
The structure of compound B1 was elucidated by acetylation，NMR and HR ESI － Q － TOF MS analysis，and
compound B1 was isolated from mangrove fungi for the first time． The antitumor activity of compound B1 was
studied by the methods of MTT and flow cytometric DNA analysis． The results showed compound B1 could
significantly inhibit the proliferation of Hela cells with IC50 3. 3 μg /mL，and induce evident Hela cells apopto-
sis when compound B1 was 4 μg /mL．
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泉． BYY － 1 菌 株 为 分 离 自 福 建 省 云 霄 县 漳 江 口 红 树 植 物 白 骨 壤 的 矮 棒 曲 霉 ( Aspergillus
clavatonanicus) ，该菌株发酵提取物不仅具有较好的抗菌活性，而且还具有较强的抗肿瘤作用［10］．
本文从 BYY －1 菌株次级代谢产物中首次分离到酚类化合物 B1，并经过乙酰化反应得到了化合物




1. 1. 1 菌株来源
BYY －1 菌株是从福建省云霄县漳江口采集的红树植物白骨壤 ( Avicennia marina) 中分离到的红
树内生真菌．
1. 1. 2 肿瘤细胞株
人宫颈癌 Hela 细胞购于中国科学院上海细胞所．
1. 1. 3 培养基
1) 半海水马铃薯葡萄糖培养基 ( PD) : 马铃薯200 g ( 去皮，切成小块，加水煮沸30 min，4 ～6 层
纱布过滤，收集滤液) ，葡萄糖 20 g，用体积分数为 50 %的海水定容至 1 000 mL，121 ℃高压灭菌 20 min．
2) 细胞培养基: 一袋 10 g 干粉 DMEM 溶于 1 L 双蒸水中，加入 2 g NaHCO3 搅拌均匀，溶解后
封口，置于 4 ℃过夜，以自然沉淀除去杂质，加体积分数为 10 % ～15 %已灭活 ( 56 ℃水浴 30 min)
的小牛血清及体积分数为 1 %的三抗，混匀后用 0. 22 μm 孔径的无菌滤膜过滤除菌．
1. 2 方法
1. 2. 1 菌株的发酵及发酵产物的处理
BYY －1 菌株用半海水 PD 培养基静置发酵 60 L，室温培养 15 d． 发酵液用 4 层纱布过滤，得到
发酵液上清液和菌体． 发酵液上清液用等体积乙酸乙酯萃取 4 次，有机相于 50 ℃减压浓缩得到浸膏;
浸膏用石油醚和甲醇分相，分别得到石油醚相和甲醇相 BE ( 32. 8 g) ．
1. 2. 2 发酵产物的分离纯化
BE ( 32. 8 g) 分两次用凝胶柱 ( 150 g Sephadex LH －20) 层析，甲醇洗脱 ( 14 s /drop，4 600 s / tube) ;
合并后得到 7 个组分 ( BE － 1—BE － 7 ) ． 组分 BE － 5 ( 5. 53 g 浸膏) 经反复硅胶柱和凝胶柱层析，
得到化合物 B1 ( 430 mg) ．
1. 2. 3 化合物 B1 的乙酰化和分离纯化
化合物 B1 的乙酰化: 取纯化合物 B1 放于室温干燥器中过夜，然后加入吡啶和乙酸酐的混合溶
液( V( 吡啶) ∶ V( 乙酸酐) = 1∶ 1) ，在干燥器中反应． 24 h 后，用薄层层析检测反应产物和对照品 ( 纯
化合物 B1) ，判断是否反应完全． 如果主要成分和对照品完全不同，则反应完全; 反之，反应不完
全，可能反应的时间不够，需要继续在干燥环境中反应．
化合物 B1 的分离纯化: B1 乙酰化后的样品 ( 94 mg) 用正相硅胶柱层析，石油醚饱和2. 1 g 硅胶装
柱，石油醚 －丙酮( V( 石油醚) ∶ V( 丙酮) =30∶ 1) 洗脱，6 mL / tube，13—17 号管合并得到 B1A ( 80 mg) ．
1. 2. 4 抗肿瘤活性测定
抗肿瘤活性测定方法参见文献 ［11］．
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1. 2. 5 细胞存活率及细胞周期分布测定
细胞存活率及细胞周期分布测定方法参见文献 ［12］．
2 结果与分析
2. 1 化合物 B1 和 B1A 的实验数据
1) 化合物 B1 无色针状晶体，溶于氯仿和甲醇． HR ESI － Q － TOF MS( m/z) : 163. 018 4［M +
Na］+ ，281. 1455［2M + H］+ ，303. 102 7［2M + Na］+ 和 319. 087 6［2M + K］+ ; 1H － NMR ( 500 MHz，
CDCl3 ) : δ 7. 14 ( s) ，7. 0 ( d，9 ) ，6. 93 ( d，8. 5 ) ，4. 97 ( s，2H) ;
13 C － NMR 和 DEPT ( 100 MHz，CDCl3 ) :
δ 126. 9( C －1) ，114. 6( C －2) ，147. 9( C －3) ，149. 3( C －4) ，114. 8( C －5) ，116. 1( C －6) ，61. 5( C －7) ．
2) 化合物 B1A ESI － MS ( m/z ) : 289. 3［M + Na］+ ，305. 2［M + K］+ ; 1H － NMR ( 600 MHz，
CDCl3 ) : δ 7. 19( s) ，7. 11( d，8. 5) ，7. 09( d，9) ，5. 05( s，2H) ，2. 31 ( s，3H) ，2. 27 ( s，3H) ，2. 08 ( s，3H) ;
13C － NMR( 150 MHz，CDCl3 ) : δ 129. 3 s ( C － 1 ) ，122. 5 d ( C － 2 ) ，146. 2 s ( C － 3 ) ，148. 1 s ( C － 4 ) ，
123. 0 d( C －5) ，123. 5 d( C －6) ，60. 9 t( C －7) ，170. 5 s，21. 0 q，169. 2 s，20. 8 q，169. 1 s，20. 8 q．
2. 2 化合物 B1 和 B1A 的结构解析
化合物 B1A 的13C － NMR 显示，碳信号 δ 146. 2、123. 5、123. 0、148. 1、122. 5 和 129. 3 组成苯
环，δ 170. 5、21. 0，δ 169. 2、20. 8 及 δ 169. 1、20. 8 为 3 个乙酰基． 1H － NMR 显 示，质 子 信 号
δ 5. 05为单峰，含有 2 个质子，可能是与氧直接相连的亚甲基． 电喷雾质谱 ( ESI － MS) 测得化合物
B1A 的准分子离子峰 ( m/z) 为 289. 3［M + Na］+ 、305. 2［M + K］+ ，推测其相对分子质量为 266，分子
式为 C13H14O6 ． 综合以上分析，确定化合物 B1A 的结构如图 1． 对比化合物 B1 和 B1A 的核磁波谱数
据，从而确定化合物 B1 的分子式为 C7H8O3，相对分子质量为 140，这也恰好与化合物 B1 进行 HR
ESI － Q －TOF MS 分析时出现的准分子离子峰 ( m/z) ( 163. 018 4［M + Na］+ ，281. 145 5［2M + H］+ ，303. 102
7［2M + Na］+ ，319. 087 6［2M + K］+ ) 推出的相对分子质量一致，所以化合物 B1 的结构如图 1 所示，
名称为 3，4 － dihydroxybenzyl alcohol． 经文献检索，为首次从红树内生真菌中得到的化合物．
2. 3 化合物 B1 的抗肿瘤活性
以人宫颈癌 Hela 细胞为指示瘤株，采用 MTT 法测定化合物 B1 的抗肿瘤活性． 结果显示，化合
物 B1 具有较强的细胞毒作用，对 Hela 细胞的 IC50为 3. 3 μg /mL．
用不同浓度的化合物 B1 分别处理 Hela 细胞，24 h 后观察细胞形态的变化，其结果如图 2 所示．
从图 2 可以看出，在经过化合物 B1 处理后，Hela 细胞的形态发生了明显的变化: 正常的 Hela 细胞呈
不规则形，贴壁生长 ( 见图 2a) ; 化合物 B1 质量浓度为 2 μg /mL 时，大部分细胞贴壁生长，少数细
胞变圆，形成膜泡，悬浮于液体中 ( 见图 2b) ; 当化合物 B1 质量浓度为 4 μg /mL 时，大部分细胞变
圆，形成膜泡，悬浮于液体中，只有极少数细胞存活 ( 见图 2c) ． 这些变化表明，化合物 B1 可能引
起 Hela 细胞凋亡．
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为了进一步研究化合物 B1 对 Hela 细
胞的作用，采用六孔板，以不同浓度的化
合物 B1 分别处理 Hela 细胞 24 h，同时设
置只加培养基的 Hela 细胞为对照，以 DNA
结合性类型染料 PI 对细胞 DNA 染色后，用
流式细胞仪分析细胞存活率 ( 见图 3 ) 及
测定细胞周期分布 ( 见图 4 和表 1) ．
从图 3 可以看出，化合物 B1 对 Hela
细胞有很强的抑制作用，且 呈 浓 度 依 赖
性，即随着药物浓度的增大，化合物 B1
对 Hela 细胞的抑制作用增强，Hela 细胞的
存 活 率 明 显 下 降; 当 质 量 浓 度 达 到
6 μg /mL以上时，24 h 后 Hela 细胞的存活率接近 0．
从图 4 可以看出，化合物 B1 作用 Hela 细胞 24 h 后，当质量浓度为 4 μg /mL 时，在 DNA 直方图
上出现一个位于 G0 /G1 峰左侧的细胞凋亡峰 ( AP 峰) 或称亚二倍体 ( sub － G0 /G1 ) ( 见图 4c) ．
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表 1 化合物 B1 对 Hela 细胞周期分布的影响
Tab． 1 The effect of B1 on Hela cell cycle distribution
%
ρ( B1) / ( μg·mL －1 )
周期分布 Cycle distribution
sub － G0 /G1 G0 /G1 S G2 /Μ
0 0． 74 59． 7 12． 4 27． 2
2 2． 28 54． 0 13． 8 29． 9
4 24． 5 35． 6 12． 7 27． 4
从表 1 可以看出，用不同浓度的化合物 B1 分别处理 Hela 细胞 24 h 后，Hela 细胞的周期分布均
发生了明显的变化． 随着化合物 B1 浓度的增加，sub － G0 /G1 期细胞的比例明显增加，而 S 期和
G2 /M期细胞比例降低．
以上实验结果表明，化合物 B1 作用 Hela 细胞能引起细胞发生明显的凋亡，S 期和 G2 /M 期细胞
比例降低，使细胞不能进入增殖阶段，其具体的凋亡机制还有待进一步研究．
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